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M e n s c h l i c h e s   Gewebe  e n t h ä l t   d i e   T r a n s a m i n a s e n   G l u t a m a t -  

P y r u v a t - T r a n s a m i n a s e   (GPT)  EC  2 . 6 . 1 . 2   u n d  

G l u t a m a t - O x a l a c e t a t - T r a n s a m i n a s e   (GOT)  EC  2 . 6 . 1 . 1   i n  

M u s k e l n ,   Se rum  und  O r g a n e n .   Die  M e s s u n g   des  G P T - G e h a l t e s  

i n s b e s o n d e r e   im  S e r u m ,   s t e l l t   e i n e n   w i c h t i g e n   k l i n i s c h e n  

P a r a m e t e r   z u r   U n t e r s c h e i d u n g   von  L e b e r -   und  H e r z e r k r a n -  

k u n g e n   d a r .  

Die  GPT  kommt  f a s t   a u s s c h l i e ß l i c h   in   de r   L e b e r   v o r ,   wo  

s i e   n u r   im  Z y t o p l a s m a   de r   P a r e n c h y m z e l l e n   v o r h a n d e n  

i s t ,   w ä h r e n d   d i e   GOT  ( G l u t a m a t - O x a l a c e t a t - T r a n s a m i n a s e )  

zu  je  e t w a   50 %  im  Z y t o p l a s m a   und  in   den  M i t o c h o n d r i e n  

v o r l i e g t .   Aus  d i e s e r   L o k a l i s a t i o n   d e r   b e i d e n   T r a n s -  

a m i n a s e n   e r g e b e n   s i c h   w e r t v o l l e   d i a g n o s t i s c h e   H i n w e i s e  

b e i   den  v e r s c h i e d e n e n   L e b e r e r k r a n k u n g e n .   Höhere   GOT- 

W e r t e   s p r e c h e n   f ü r   e i n e   s c h w e r e   L e b e r p a r e n c h y m z e l l s c h ä -  

d i g u n g .  

Be i   a k u t e r   H e p a t i t i s   s i n d   s t e t s   GOT  und  GPT  im  S e r u m  

e r h ö h t ,   auch   b e i   a n i k t e r i s c h e m   V e r l a u f .   Of t   kann  m a n  

den  E n z y m a k t i v i t ä t s a n s t i e g   s c h o n   v o r   dem  E r s c h e i n e n   d e s  

I k t e r u s   n a c h w e i s e n .  

Bei   c h r o n i s c h e r   H e p a t i t i s   und  C i r r h o s e   s i n d   GOT  und  GPT 

n i e d r i g e r   a l s   b e i   d e r   V i r u s h e p a t i t i s .   I h r e   B e s t i m m u n g  

i s t   b e i   den  c h r o n i s c h e n   L e b e r e n t z ü n d u n g e n   vor   a l l e m   z u r  

Ü b e r w a c h u n g   des   K r a n k h e i t s v e r l a u f e s   und  der   T h e r a p i e  

w e r t v o l l .  

Die  B e s t i m m u n g   de r   GOT  w i r d   d a n e b e n   a u c h   zur   D i a g n o s t i k  

von  E r k r a n k u n g e n   des   H e r z m u s k e l s   e i n g e s e t z t .  



Ein  ü b l i c h e s   und  v i e l   v e r w e n d e t e s   V e r f a h r e n   zur   B e s t i m -  

mung  von  GPT  bzw.  GOT  b e n u t z t   d i e   T r a n s a m i n i e r u n g   v o n  
@ - K e t o g l u t a r s ä u r e   m i t   A l a n i n   bzw.  A s p a r t a t ,   d i e   d u r c h  

d i e s e   Enzyme  k a t a l y s i e r t   w i r d   und  z u r   B i l d u n g   v o n  

G l u t a m a t s ä u r e   und  P y r u v a t   bzw.  O x a l a c e t a t   f ü h r t .  

P y r u v a t   bzw.  O x a l a c e t a t   w i r d   d u r c h   R e d u k t i o n   m i t   NADH 

in  G e g e n w a r t   von   L a c t a t d e h y d r o g e n a s e   (LDH)  und  g e g e b e -  
n e n f a l l s   MDH  in   L a c t a t   bzw.  M a l a t   und  NAD+  u m g e s e t z t ,  
w o b e i   l e t z t e r e s   n a c h   b e k a n n t e n   M e t h o d e n   e n t w e d e r   d i r e k t  

im  UV  o d e r   m i t   H i l f e   e i n e r   n a c h g e s c h a l t e t e n   F a r b r e a k t i o n  

g e m e s s e n   w i r d .  

Ein   w e s e n t l i c h e r   N a c h t e i l   d i e s e s   V e r f a h r e n s   b e s t e h t   n u n  

d a r i n ,   daß  LDH  s e l b s t   e i n e   U n s p e z i f i t ä t   ( N e b e n a k t i v i t ä t )  

a u f w e i s t ,   d i e   zu  e i n e r   U m s e t z u n g   v o n  @ - K e t o s ä u r e n ,   i n s -  

b e s o n d e r e   v o n  @ - K e t o - g l u t a r s ä u r e   u n t e r   B i l d u n g   v o n  
Ä - H y d r o x y g l u t a r s ä u r e   f ü h r t   und  a l s   / - H y d r o x y g l u t a r a t -  

D e h y d r o g e n a s e - A k t i v i t ä t   b e z e i c h n e t   w e r d e n   k a n n .  

D i e s e   U n s p e z i f i t ä t   h a t   a u ß e r d e m   zu r   F o l g e ,   daß  e i n  

e n t s p r e c h e n d e s   R e a g e n z   z u r   D u r c h f ü h r u n g   d i e s e s   b e k a n n t e n  

V e r f a h r e n s   nur   e i n e   u n g e n ü g e n d e   S t a b i l i t ä t   a u f w e i s t ,   d a  

b e i   d e r   B i l d u n g   v o n  @ - H y d r o x y g l u t a r a t   NADH  zu  NAD 

o x i d i e r t   w i r d .   D i e s   v e r u r s a c h t   e i n e   S c h l e i c h r e a k t i o n  

Der  E r f i n d u n g  l i e g t   d i e   A u f g a b e   z u g r u n d e ,  d i e s e s  
P r o b l e m   zu  l ö s e n .  

E r f i n d u n g s g e m ä ß   g e l i n g t   d i e s   b e i   e i n e m   V e r f a h r e n   z u r  

B e s t i m m u n g   d e r   T r a n s a m i n a s e n   d u r c h   U m s e t z u n g   e i n e r  

e n t s p r e c h e n d e n   A m i n o s ä u r e   m i t  @ - K e t o g l u t a r s ä u r e   z u  
G l u t a m a t s ä u r e   und  d e r   de r   e i n g e s e t z t e n   A m i n o s ä u r e   e n t -  
s p r e c h e n d e n  d - K e t o s ä u r e   und  M e s s u n g   d e r   g e b i l d e t e n  

@ - K e t o s ä u r e  d u r c h   R e d u k t i o n   m i t   N A D H  i n  G e g e n w a r t   v o n  

L a c t a t d e h y d r o g e n a s e   (LDH)  und  g e g e b e n e n f a l l s  



M a l a t d e h y d r o g e n a s e   (MDH)  u n t e r   B i l d u n g   von  NAD+  u n d  

@ - O x i s ä u r e ,   w e l c h e s   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  m a n  

D-LDH  e i n e s   M i l c h s ä u r e b a k t e r i u m s   v e r w e n d e t .  

Die  E r f i n d u n g   b e r u h t   a u f   d e r   ü b e r r a s c h e n d e n   E n t d e c k u n g ,  

daß  D-LDH  von  M i l c h s ä u r e b a k t e r i e n   auch   in   G e g e n w a r t   v o n  

NADH  K - O x o g l u t a r s ä u r e   n i c h t   r e d u z i e r t .   E r s e t z t   m a n  

d a h e r   d i e   b i s h e r   ü b l i c h e r w e i s e   v e r w e n d e t e   LDH  a u s  

S c h w e i n e h e r z   in   dem  oben   a n g e g e b e n e n   V e r f a h r e n  

e r f i n d u n g s g e m ä ß   d u r c h   D-LDH  e i n e s   M i l c h s ä u r e b a k t e r i u m s ,  

so  t r i t t   d i e   s t ö r e n d e   S c h l e i c h r e a k t i o n   n i c h t   mehr   a u f  

und  man  e r h ä l t   e i n   h i n s i c h t l i c h   s e i n e r   L a g e r s t a b i l i t ä t  

w e s e n t l i c h   v e r b e s s e r t e s   R e a g e n z .  

Die  v o r t e i l h a f t e n   E r g e b n i s s e   gemäß  d e r   E r f i n d u n g   e r h ä l t  

man  m i t   j e d e r   D-LDH  aus   M i l c h s ä u r e b a k t e r i e n .   D-LDH 

b i l d e n d e   M i l c h s ä u r e b a k t e r i e n   g e h ö r e n   im  w e s e n t l i c h e n  

den  G a t t u n g e n   L a c t o b a c i l l u s ,   P e d i o c o c c u s   u n d  

L e u c o n o s t o c   an  ( A n t o n i e   nan  L e e u w e n h o e k   49,   ( 1 9 8 3 )  

2 1 0 ) .   S o w e i t   M i l c h s ä u r e b a k t e r i e n   L-LDH  b i l d e n ,   i s t  

d i e s e   n i c h t   g e e i g n e t .   S o w e i t   e i n   Stamm  s o w o h l   D-LDH  a l s  

auch   L-LDH  b i l d e t ,   muB  e i n e   T r e n n u n g   d i e s e r   b e i d e n  

Enzyme  d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n .   B e v o r z u g t   w e r d e n   d a h e r  

D - L D H - P r ä p a r a t e   aus  S t ä m m e n ,   d i e   l e d i g l i c h   D-LDH 

e n t h a l t e n .   B e s o n d e r s   g u t e   E r g e b n i s s e   e r g i b t   d i e   LDH  a u s  

L a c t o b a c i l l u s   l e i c h m a n n i i ,   DSM  2699 ,   b e i   d e r   es  s i c h   um 

e i n e   D-LDH  h a n d e l t .   W e i t e r e   b e v o r z u g t e   Stämme  s i n d  

L a c t o b a c i l l u s   l a c t i s ,   DSM  2 0 0 7 2 ,   L a c t o b a c i l l u s  

p l a n t a r u m ,   DSM  2 0 1 7 4 ,   L e u c o n o s t o c   m e s e n t e r o i d e s   DSM 

20193  o d e r   P e d i o c o c c u s   p e n t o s a c e u s   DSM  2 0 2 8 0 .  

Wird   das   e r f i n d u n g s g e m ä ß e   V e r f a h r e n   zur   B e s t i m m u n g   d e r  

G l u t a m a t - P y r u v a t - T r a n s a m i n a s e   (GPT)  e i n g e s e t z t ,   so  v e r -  

w e n d e t   man  a l s   A m i n o s ä u r e   A l a n i n ,   w e l c h e s   zu  P y r u v a t  

d e s a m i n i e r t   und  dann  zu  L a c t a t   r e d u z i e r t   w i r d .   H a n d e l t  



es  s i c h   um  d i e   B e s t i m m u n g   d e r   G l u t a m a t - O x a l a c e t a t -  

T r a n s a m i n a s e   (GOT)  so  w i r d   a l s   A m i n o s ä u r e   A s p a r t a t   e i n -  

g e s e t z t ,   w e l c h e s   zu  O x a l a c e t a t   d e s a m i n i e r t   und  dann  z u  

M a l a t   r e d u z i e r t   w i r d .  

E in   e r f i n d u n g s g e m ä ß e s   R e a g e n z   z u r   B e s t i m m u n g   von  T r a n s -  

a m i n a s e n ,   e n t h a l t e n d   L D H ,  X - O x o g l u t a r a t ,   d i e  

e n t s p r e c h e n d e   A m i n o s ä u r e ,   NADH,  P u f f e r   pH  6 ,5   b i s   8 , 5  

und  g e g e b e n e n f a l l s   MDH,  z e i c h n e t   s i c h   d a h e r   d a d u r c h  

a u s ,   daß  es  D-LDH  e i n e s   M i l c h s ä u r e b a k t e r i u m s   e n t h ä l t .  

Im  F a l l e   de r   G P T - B e s t i m m u n g   e n t h ä l t   das   R e a g e n z   a l s  

A m i n o s ä u r e   A l a n i n .   Im  F a l l e   d e r   G O T - B e s t i m m u n g   e n t h ä l t  

das   R e a g e n z   a l s   A m i n o s ä u r e   A s p a r t a t   und  a u ß e r d e m  

M a l a t d e h y d r o g e n a s e   (MDH). 

In  e i n e r   b e v o r z u g t e n   A u s f ü h r u n g s f o r m   e n t h ä l t   das   e r -  

f i n d u n g s g e m ä ß e   R e a g e n z   zur   B e s t i m m u n g   von  GPT 

In  e i n e r   w e i t e r e n   b e v o r z u g t e n   A u s f ü h r u n g s f o r m   e n t h ä l t  

das   e r f i n d u n g s g e m ä ß e   R e a g e n z   z u r   B e s t i m m u n g   von  GOT 



I m . R a h m e n   d e r   E r f i n d u n g   b e t r ä g t   d i e   b e s o n d e r s   b e v o r -  

z u g t e   E n d k o n z e n t r a t i o n   d e r   e i n z e l n e n   B e s t a n d t e i l e   d e s  

G P T - P u f f e r s   im  T e s t   LDH:  1000  b i s   1400  U / l ,   A l a n i n   6 0 0  

b i s   800  m M o l / l ,   NADH  0 ,10   b i s   0 , 2 0   m M o l / 1 ,  @ - O x o g l u t a r a t  

10  b i s   25  mMol /1   und  P u f f e r   50  b i s   100  mMol/1  pH  7 , 3  

b i s   7 , 5 .  

Die  e n t s p r e c h e n d e n   W e r t e   f ü r   d i e   K o n z e n t r a t i o n   im  T e s t  

b e i m   G O T - R e a g e n z   s i n d   1000  b i s   1400  U/1  LDH,  500  b i s  

1000  U/1  MDH,  0 , 1 0   b i s   0 , 20   mMol /1   NADH,  150  b i s   2 5 0  

mMol/1   A s p a r t a t   und  10  b i s   20  m M o l / 1  @ - O x o g l u t a r a t   u n d  

P u f f e r   50  b i s   100  mMol/1   pH  7 ,3   b i s   7 , 5 .  

Als   P u f f e r   kommen  d i e   im  a n g e g e b e n e n   p H - B e r e i c h   w i r k -  

samen  P u f f e r s u b s t a n z e n   in  b e t r a c h t .   B e v o r z u g t   w e r d e n  

T r i s p u f f e r ,   T r a p u f f e r   ( T r i e t h a n o l a m i n )   und  P h o s p h a t -  

p u f f e r .  

Der  e r f i n d u n g s g e m ä ß   e r z i e l t e   E f f e k t   i s t   in  de r   F i g u r  

d e r   b e i g e f ü g t e n   Z e i c h n u n g   d a r g e s t e l l t .   In  d i e s e r   w i r d  

d i e   p r o z e n t u a l e   Abnahme  de r   A n f a n g s e x t i n k t i o n   g e g e n   d i e  

L a g e r u n g s z e i t   in   S t u n d e n   f ü r   e i n   b e k a n n t e s   V e r f a h r e n  

bzw.  R e a g e n z   im  V e r g l e i c h   zu  e i n e m   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n  

V e r f a h r e n   bzw.  R e a g e n z   a n g e g e b e n .   Fü r   d i e   B e s t i m m u n g  

d e r   in  d e r   F i g u r   w i e d e r g e g e b e n e n   W e r t e   wurde   e i n   i m  

H a n d e l   u n t e r   d e r   B e z e i c h n u n g   " M o n o t e s t "   a  A L A T / A L T / G P T "  

e r h ä l t l i c h e s   R e a g e n z   zu r   B e s t i m m u n g   von  GPT  d e r  

B o e h r i n g e r   M a n n h e i m   GmbH  v e r g l i c h e n   m i t   e i n e m  

e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   R e a g e n z .   Die   K o n z e n t r a t i o n   im  T e s t  

war  wie  f o l g t :  



Das  b e k a n n t e   R e a g e n z   e n t h i e l t   LDH  aus   S c h w e i n e h e r z ;   d a s  

e r f i n d u n g s g e m ä ß e   R e a g e n z   e n t h i e l t   D-LDH  aus   L a c t o b a c i l l u s  

l e i c h m a n n i i   DSM  2 6 9 9 .  

In  d e r   F i g u r   s t e l l e n   d a r :  

K u r v e   1  das  h a n d e l s ü b l i c h e   R e a g e n z   b e i   25°C  ( W a s s e r -  

b a d ) ,  

K u r v e   2  das  h a n d e l s ü b l i c h e   R e a g e n z   b e i   +4°C  ( E i s b a d ) ,  

K u r v e   3  das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   R e a g e n z   b e i   2 5 ° C  

( W a s s e r b a d )  ,  

K u r v e   4  das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   R e a g e n z   b e i   + 4 ° C  

( E i s b a d ) .  

Man  e r k e n n t   d a r a u s ,   daß  b e i   25°C  b e i m   b e k a n n t e n   R e a g e n z  

n a c h   e twa   34  S t u n d e n   das  g e s a m t e   NADH  v e r s c h w u n d e n   i s t ,  

w ä h r e n d   beim  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   R e a g e n z   n o c h   nach   1 2 0  

S t u n d e n   ca .   71%  d e r   A n f a n g s e x t i n k t i o n   e r h a l t e n   w e r d e n .  

Die   e n t s p r e c h e n d e n   W e r t e   b e i   4°C  und  120  S t u n d e n   L a g e -  

r u n g s z e i t   s i n d   f ü r   das   b e k a n n t e   R e a g e n z   30%  R e s t e x t i n k -  

t i o n ,   f ü r   das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   R e a g e n z   90%.  A n a l o g e   E r -  

g e b n i s s e   wie  b e i   S c h w e i n e h e r z   LDH  w e r d e n   e r h a l t e n ,   w e n n  

a n s t e l l e   von  LDH  aus   S c h w e i n e h e r z   L-LDH  aus   L.  c a s e i ,  

L.  x y l o s u s ,   B.  S t e a r o t h e r m o p h i l u s   o d e r   L.  p l a n t a r u m  

e i n g e s e t z t   w i r d .  

I d e n t i s c h e   K u r v e n   w e r d e n   a u c h   e r h a l t e n ,   wenn  m a n  

a n s t e l l e   des  o b e n   a n g e g e b e n e n   h a n d e l s ü b l i c h e n   R e a g e n z  

f ü r   d i e   G P T - B e s t i m m u n g   e i n   e n t s p r e c h e n d e s   h a n d e l s ü b -  

l i c h e s   R e a g e n z   f ü r   d i e   G O T - B e s t i m m u n g   v e r w e n d e t ,  

w e l c h e s   u n t e r   d e r   B e z e i c h n u n g   " M o n o t e s t ®  a   ASAT/AST/GOT"  

e r h ä l t l i c h   i s t .   Die  K o n z e n t r a t i o n   im  T e s t   war  h i e r b e i  



wie  f o l g t :  

Bei  d i e s e m   R e a g e n z   i s t   e i n   G e h a l t   an  LDH  e r f o r d e r l i c h ,  

da  j e d e   P r o b e   e n d o g e n e s   P y r u v a t   und  in  d e r   R e g e l   a u c h  

e n d o g e n e   LDH  e n t h ä l t .   D i e s   f ü h r t   zu  e i n e r   S c h l e i c h -  

r e a k t i o n   d u r c h   l a n g s a m e n   Abbau  von  P y r u v a t ,   d e r   d u r c h  

Z u s a t z   von  ü b e r s c h ü s s i g e r ,   e r f i n d u n g s g e m ä ß   e i n z u s e t z e n -  

der   LDH  i n n e r h a l b   k u r z e r   Z e i t   a b l ä u f t .  

D i e s e   " N e b e n r e a k t i o n "   t r i t t   n a t u r g e m ä ß   a u c h   b e i   d e r  

G P T - B e s t i m m u n g   in   g l e i c h e r   W e i s e   a u f ,   w i r d   h i e r   j e d o c h  

von  dem  g r ö ß e r e n   P r o b l e m   de r   i - H y d r o x y g l u t a r a t d e h y d r o -  

g e n a s e - A k t i v i t ä t   ü b e r l a g e r t .   D u r c h   d i e   E r f i n d u n g   w e r d e n  

j e d o c h   b e i d e   P r o b l e m e   g l e i c h z e i t i g   g e l ö s t .  

D a r a u s   e r g i b t   s i c h ,   daß  e r f i n d u n g s g e m ä ß   e i n e   V e r v i e l -  

f a c h u n g   d e r   L a g e r u n g s b e s t ä n d i g k e i t   e r z i e l t   w i r d .  

Ein  f ü r   d i e   E r f i n d u n g   g e e i g n e t e s   E n z y m p r ä p a r a t   a u s  

L a c t o b a c i l l u s   l e i c h m a n n i i   DSM  2699  kann   n a c h   d e n  

b e k a n n t e n   V e r f a h r e n   zu r   G e w i n n u n g   von  m i k r o b i e l l e r   LDH 

h e r g e s t e l l t   w e r d e n ,   b e i s p i e l s w e i s e   n a c h   dem  in   J.   o f  

G e n e r a l   M i c r o b i o l o g y   (1970)   62,   243  b e s c h r i e b e n e n  

V e r f a h r e n .   D i e s e s   V e r f a h r e n   w i r d   im  P r i n z i p   wie   f o l g t  

d u r c h g e f ü h r t :  



Z e l l a u f s c h l u ß   von  in   0 , 0 5   M  K a l i u m p h o s p h a t - P u f f e r   pH  7 

s u s p e n d i e r t e m   L a c t o b a c i l l u s   m i t t e l s   U l t r a s c h a l l .  

Z e n t r i f u g a t i o n   und  V e r w e r f e n   d e r   Z e l l t r ü m m e r .  

Der  e r h a l t e n e   M i k r o o r g a n i s m u s - R o h e x t r a k t   w i r d   m i t  

E s s i g s ä u r e   a u f   pH  5 , 5   g e b r a c h t ,   m i t   P r o t a m i n s u l f a t   a u f  

0 ,3   %  G/V  v e r s e t z t   und  d e r   N i e d e r s c h l a g   a b z e n t r i f u g i e r t .  

Der  Ü b e r s t a n d   w i r d   a u f   pH  7  e i n g e s t e l l t   und  d i e   m i t  

A m m o n i u m s u l f a t   z w i s c h e n   50  und  85 %  S ä t t i g u n g   a u s f a l -  

l e n d e   F r a k t i o n   g e w o n n e n .   D i e s e   F r a k t i o n   w i r d   in  P u f f e r  

pH  7  ü b e r   e i n e n   s c h w a c h e n   A n i o n e n a u s t a u s c h e r  
( D E A E - S e p h a d e x ®  A  5 0 )   c h r o m a t o g r a p h i e r t   und  m i t   e i n e m  

N a C l - G r a d i e n t e n   e l u i e r t .  

Man  e r h ä l t   m i t   ca .   2 5 % i g e r   A u s b e u t e   e i n   L D H - P r ä p a r a t ,  

w e l c h e s   g e g e n ü b e r   dem  R o h e x t r a k t   um  den  F a k t o r   30  o d e r  

mehr   g e r e i n i g t   i s t .   D i e s e s   V e r f a h r e n   e i g n e t   s i c h   a u c h  

f ü r   d i e   a n d e r e n   Stämme  d e r   G a t t u n g   L a c t o b a c i l l u s   u n d  

d i e   G a t t u n g   L e u c o n o s t o c ,   z.  B.  f ü r   L.  l a c t i s   DSM  2 0 0 7 2 ,  

L.  p l a n t a r u m   DSM  20174  und  L e u c o n o s t o c   m e s e n t e r o i d e s  

DSM  20193 .   Bei   P e d i o c o c c u s - S t ä m m e n   w i r d   das   V e r f a h r e n  

gemäß  J.   of  B a c t e r i o l o g y ,   Vo l .   121,   p.  602  a n g e w e n d e t .  

Die  f o l g e n d e n   B e i s p i e l e   e r l ä u t e r n   d i e   E r f i n d u n g   w e i t e r .  

B e i s p i e l   1 

B e s t i m m u n g   d e r   G P T - A k t i v i t ä t   ( V e r s i o n   m i t   P h o s p h a t p u f -  

f e r )  

P r o b e n m a t e r i a l :   S e r u m ,   H e p a r i n -   o d e r   E D T A - P l a s m a  



R e a g e n z i e n :   ( E n d k o n z e n t r a t i o n e n   im  T e s t )  

B e s t i m m u n g s a n s a t z  

W e l l e n l ä n g e :   Hg  365  nm,  340  nm  o d e r   Hg  334  nm 

K ü v e t t e :   1  cm  S c h i c h t d i c k e  

M e p t e m p e r a t u r :   2 5 ° C  

M e s s u n g   g e g e n   L u f t   ( E x t i n k t i o n s a b n a h m e )  

Bei  P h o t o m e t e r n   m i t   A n a l o g a n z e i g e   A n f a n g s e x t i n k t i o n e n  

ü b e r   0 , 5 0 0   m i t   S t u f e n s c h a l t u n g   k o m p e n s i e r e n .  

Bei  E x t i n k t i o n s d i f f e r e n z e n   p r o   M i n u t e   ( Δ E / m i n )   von  0 , 0 6  

b i s   0 , 0 8   (Hg  365)  bzw.  0 ,11   b i s   0 , 18   (Hg  334  und  3 4 0  

nm)  w e r d e n   nu r   d i e   M e s s u n g e n   d e r   e r s t e n   zwe i   M i n u t e n  

b e r ü c k s i c h t i g t   (1  M i n u t e   i n k u b i e r e n   und   2  M i n u t e n  

m e s s e n ) .  



Aus  den  E x t i n k t i o n s d i f f e r e n z e n   p r o   M i n u t e   ( Δ E / m i n )  

M i t t e l w e r t   b i l d e n   und  d i e s e n   in  d i e   B e r e c h n u n g e n   e i n -  

s e t z e n .  

B e r e c h n u n g  

Die   A k t i v i t ä t   d e r   GPT  in  d e r   P r o b e   b e r e c h n e n   n a c h :  

U/1  ( 2 5 ° C )  =   1765  x  Δ E 3 6 5   n m / M i n  

U/1  ( 2 5 ° C )  =   952  x  Δ E 3 4 0   n m / M i n  

U/1  ( 2 5 ° C )  =   971  x  ΔE334  n m / M i n  

B e i s p i e l   2 

B e s t i m m u n g   d e r   G O T - A k t i v i t ä t   ( V e r s i o n   m i t   T R I S - P u f f e r )  

P r o b e n m a t e r i a l :   S e r u m ,   H e p a r i n -   o d e r   E D T A - P l a s m a  

R e a g e n z i e n :   ( E n d k o n z e n t r a t i o n e n   im  T e s t )  

B e s t i m m u n g s a n s a t z :  

W e l l e n l ä n g e :   Hg  365  nm,  340  nm  o d e r   334  nm 
K ü v e t t e :   1  cm  S c h i c h t d i c k e  

M e ß t e m p e r a t u r :   2 5 ° C  

M e s s u n g   g e g e n   L u f t   ( E x t i n k t i o n s a b n a h m e )  



Aus  den  E x t i n k t i o n s d i f f e r e n z e n   p ro   M i n u t e   (ΔE/min )   M i t -  

t e l w e r t   b i l d e n   und  d i e s e n   in   d i e   B e r e c h n u n g   e i n s e t z e n .  

B e r e c h n u n g  

Die   A k t i v i t ä t   d e r   GOT  in  d e r   P r o b e   aus   d e r   T a b e l l e  

e n t n e h m e n   o d e r   b e r e c h n e n   n a c h  

U/1  ( 2 5 ° C )  =   2059  x  Δ E 3 6 5   n m / m i n  

U/1  ( 2 5 ° C )  =   1 1 1 1  x  Δ E 3 4 0   n m / m i n  

U/1  ( 2 5 ° C )  =   1133  x  Δ E 3 3 4   n m / m i n .  



1.  V e r f a h r e n   zu r   B e s t i m m u n g   d e r   T r a n s a m i n a s e n   d u r c h  

U m s e t z u n g   e i n e r   e n t s p r e c h e n d e n   A m i n o s ä u r e   m i t  

d - K e t o g l u t a r s ä u r e   zu  G l u t a r s ä u r e   und  de r   d e r  

e i n g e s e t z t e n   A m i n o s ä u r e   e n t s p r e c h e n d e n   @ - K e t o s ä u -  

re   und  M e s s u n g   d e r  g e b i l d e t e n   d - K e t o s ä u r e   d u r c h  

R e d u k t i o n   m i t   NADH  in  G e g e n w a r t   von  L a c t a t d e h y d r o -  

g e n a s e   (LDH)  und  g e g e b e n e n f a l l s   M a l a t d e h y d r o g e n a s e  

(MDH)  u n t e r   B i l d u n g   von  NAD+  u n d  @ - O x i s ä u r e ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  man  D-LDH  e i n e s   M i l c h s ä u r e b a c t e r i u m s   v e r w e n d e t .  

2.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1,  d  a  d u r  c  h  

g  e  k  e  n  n  z  e  i c h  n  e  t ,   daß  man  D-LDH 

aus   M i k r o o r g a n i s m e n   d e r   G a t t u n g   L a c t o b a c i l l u s  

P e d i o c o c c u s   o d e r / u n d   L e u c o n n o s t o c   v e r w e n d e t .  

3.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  o d e r   2 ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß   man  G l u t a m a t - P y r u v a t - T r a n s a m i n a s e   (GPT) 

b e s t i m m t   und  a l s   A m i n o s ä u r e   A l a n i n   e i n s e t z t ,  

w e l c h e s   zu  P y r u v a t   d e s a m i n i e r t   und  zu  L a c t a t  

r e d u z i e r t   w i r d .  

4.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  o d e r   2 ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  man  G l u t a m a t - O x a l a c e t a t - T r a n s a m i n a s e   (GOT) 

b e s t i m m t   u n d  a l s  A m i n o s ä u r e   A s p a r t a t   e i n s e t z t ,  

w e l c h e s   zu  O x a l a c e t a t   d e s a m i n i e r t   und  zu  M a l a t  

r e d u z i e r t   w i r d .  



5.  V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   2  b i s   4 ,  
d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  man  D-LDH  a u s   L a c t o b a c i l l u s   l e i c h m a n n i i   DSM 

2699 ,   L a c t o b a c i l l u s   l a c t i s   DSM  2 0 0 7 2 ,   L a c t o b a c i l l u s  

p l a n t a r u m   DSM  2 0 1 7 4 ,   L e u c o n o s t o c   m e s e n t e r o i d e s   DSM 

20193  o d e r   P e d i o c o c c u s   p e n t o s a c e u s   DSM  2 0 2 8 0  

v e r w e n d e t .  

6.  R e a g e n z   z u r   B e s t i m m u n g   d e r   T r a n s a m i n a s e n ,   e n t -  

h a l t e n d   L D H ,  d - O x o g l u t a r a t ,   d i e   e n t s p r e c h e n d e  

A m i n o s ä u r e ,   NADH,  P u f f e r   pH  6 ,5   b i s   8,5  u n d  

g e g e b e n e n f a l l s   MDH,  d  a  d u r  c  h  

g  e  k  e  n  n  z e  i c h  n  e  t ,   daß  es  D-LDH 

e i n e s   M i l c h s ä u r e b a c t e r i u m s   e n t h ä l t .  

7.  R e a g e n z   n a c h   A n s p r u c h   6  zu r   B e s t i m m u n g   von  GPT,  d  

a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  es  a l s   A m i n o s ä u r e   A l a n i n   e n t h ä l t .  

8.  R e a g e n z   n a c h   A n s p r u c h   6  zu r   B e s t i m m u n g   von  GOT,  d  

a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  es  a l s   A m i n o s ä u r e   A s p a r t a t   e n t h ä l t .  

9.  R e a g e n z   n a c h   A n s p r u c h   7,  e n t h a l t e n d  

250  b i s   20000   U / l   D-LDH  aus   M i l c h s ä u r e b a k t e r i e n ,  

2 ,5   b i s   100  m M o l / 1  d - O x o g l u t a r a t ,  

50  b i s   1000  m M o l / 1   A l a n i n ,  

0 ,01   b i s   0 , 2 5   mMol /1   NADH  u n d  

10  b i s   500  m M o l / 1   P u f f e r   pH  6 ,5   b i s   8 , 5 .  

10.  R e a g e n z   n a c h   A n s p r u c h   8,  e n t h a l t e n d  

250  b i s   20000   U/1   D-LDH  aus   M i l c h s ä u r e b a k t e r i e n  

2 , 5  b i s   100  m M o l / l  d - O x o g l u t a r a t  

20  b i s   1000  m M o l / 1   A s p a r t a t  



0 ,01   b i s   0 ,25   m M o l / 1   NADH 

100  b i s   20000  U/1  MDH  u n d  

10  b i s   500  mMol /1   P u f f e r   pH  6,5  b i s   8 , 5 .  

11.  R e a g e n z   nach   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   6  b i s   1 0 ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  es  D-LDH  aus   e i n e m   M i k r o o r g a n i s m u s   d e r   G a t -  

t u n g   L a c t o b a c i l l u s   P e d i o c o c c u s   o d e r / u n d   L e u c o n o s t o c  

e n t h ä l t .  

12.  R e a g e n z   nach   A n s p r u c h   11,  d  a  d u r  c  h  

g  e  k  e  n  n  z e  i c h  n  e  t ,   daß  es  D-LDH 

aus   L a c t o b a c i l l u s   l e i c h m a n i i   DSM  2 6 9 9 ,   L a c t o -  

b a c i l l u s   l a c t i s   DSM  2 0 0 7 2 ,   L a c t o b a c i l l u s   p l a n t a r u m  

DSM  2 0 1 7 4 ,   L e u c o n o s t o c   m e s e n t e r o i d e s   DSM  2 0 1 9 3  

o d e r   P e d i o c o c c u s   p e n t o s a c e u s   DSM  20280  v e r w e n d e t .  
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